*BRAF*基因激活突变可发生于多种肿瘤及癌细胞系中，尤其常见于恶性黑色素瘤。近年来研究提示*BRAF*基因激活突变可能与肺癌的发生发展及治疗预后有密切的关系。本文就*BRAF*基因的结构、表达、信号通路调节及研究热点、与肿瘤发生的关系尤其是与非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）的靶向治疗关系加以阐述。

1. *BRAF*基因及家族 {#s1}
===================

*BRAF*基因，1988年由Ikawa等^\[[@b1]\]^首先在人类尤文氏肉瘤中发现并克隆确认，是一个能转染NIH3T3细胞且有活性的DNA序列，因其与CRAF和ARAF具有相当高的同源性，故称其为BRAF。位于染色体7q34的*BRAF*基因编码丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，是RAF家族成员之一，该家族还包括ARAF、CRAF，三者的编码产物均存在于细胞间质中，其中ARAF蛋白主要位于泌尿生殖器官，BRAF主要位于神经及睾丸组织，CRAF在人体内广泛分布。BRAF蛋白由783个氨基酸组成，从N端到C端依次为CR1、CR2和CR3三个保守区。其中CR1区由RAS蛋白结合区和富含半胱氨酸区组成，这两个区域均可与RAS结合；CR2富含丝氨酸/苏氨酸，为调节磷酸化RAF激酶活性；CR3区为ATP结合位点和激活区，含有酪氨酸和丝氨酸残基及有多个磷酸化位点，其中T598和S601最为重要，这两个位点同时磷酸化后可激活BRAF蛋白和诱导性激活ERK^\[[@b2]\]^，而这两个位点氨基酸的置换将导致BRAF蛋白持续性活化。

2. BRAF与RAS-RAF-MEK-ERK信号通路 {#s2}
================================

BRAF蛋白与KRAS蛋白同为RAS-RAF-MEK-ERK信号通路中上游调节因子^\[[@b3]\]^，在MAPK/ERK信号通路中起着举足轻重的作用。RAS蛋白属于小GTP结合蛋白，与三磷酸鸟苷GTP及二磷酸鸟苷GDP有很强的亲和性，RAS-GTP为RAS的活化形式，RAS-GDP为非活化形式，二者能够相互转化，对细胞分化、增殖起调节作用^\[[@b4]\]^。酪氨酸激酶受体与生长因子结合，能使酪氨酸蛋白激酶受体二聚化及残基磷酸化，促使衔接分子Grb2与SOS结合，细胞外信息经此途径被转导至细胞内。SOS通过使RAS-GDP转化RAS-GTP从而活化RAS激酶活性。RAS-GTP复合物可调节一系列细胞进程，如增殖、生长和分化^\[[@b5]\]^。RAS可以通过激活至少10条下游反应通路途径而发挥作用。其中研究比较透彻的是RAF-MEK-ERK通路（经典MAPK通路）。RAS-GTP与其下游效应分子RAF结合，使RAF磷酸化并激活，从而激活了RAF下游信号转导MAPK级联途径。RAF蛋白磷酸化并激活下游底物MEK，而MEK磷酸化并激活下游底物ERK，进而调节细胞内的生物学过程^\[[@b6]\]^。其中MEK具有磷酸化苏氨酸/酪氨酸残基的双特异功能，ERK为富含脯氨酸的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶。

3. BRAF的分子变异 {#s3}
=================

目前有超过40种*BRAF*突变被识别^\[[@b7]\]^，其中最主要有两种类型，80%突变发生于激酶功能域的V600E（即外显子15），20%突变位于外显子11的甘氨酸环。以上两种突变均可使BRAF激酶活性提高。研究证实V600E突变后能够产生类似于T598和S601两个位点磷酸化的作用，使BRAF蛋白持续激活，激活后的BRAF通过下游MEK/ERK传导通路刺激细胞的增殖和分化。其它一些发生率较低的BRAF基因突变多集中于外显子11甘氨酸环的突变如R461I、I462S、G463E、G463V、G465A、G465E、G465V、G468A、G468E、N580S、E585K、D593V、F594L、G595R、L596V、T598I、V600D、V600E、V600K、V600R、K601E、A727V等，也可通过直接激活BRAF而激活MEK/ERK传导通路^\[[@b2]\]^。

4. *BRAF*突变与肿瘤 {#s4}
===================

肿瘤的发生与介导细胞增殖、分化及凋亡的一些关键基因的突变有密切关系，RAS信号转导通路的激活与许多肿瘤的发生有关。*BRAF*基因突变可通过两种途径致病，一是因遗传而导致先天性缺陷的途径，二是后天获得致癌基因而导致肿瘤的途径。BRAF蛋白与KRAS蛋白同为RAS-RAF-MEK-ERK信号通路中上游调节因子^\[[@b3]\]^。BRAF在MAP/ERKs信号通路中起着举足轻重的作用，BRAF蛋白位于MEK/ERK途径的入口处，它将细胞表面的受体和RAS蛋白通过MEK和ERK与核内的转录因子相连接，影响细胞分化、分裂、增殖、生长^\[[@b3]\]^。BRAF的持续激活可引起MEK/ERK信号转导紊乱，导致细胞过度增殖、恶变。*BRAF*基因突变最先在黑色素瘤患者中检测到，在黑色素瘤、甲状腺瘤中突变率较多（约80%），而在淋巴瘤、直肠癌、肝癌、乳腺癌、卵巢癌及肺癌中突变率较少^\[[@b7]\]^。*BRAF*突变以T1799A点突变即V600E最为常见，T1799A点突变是外显子15上第1, 799位核苷酸T→A的转换，导致蛋白质产物中第600位的缬氨酸（V）被谷氨酸（E）替代^\[[@b8]\]^，常见于甲状腺瘤、直肠癌及黑色素瘤患者。

5. *BRAF*基因突变与NSCLC {#s5}
========================

5.1. *BRAF*突变在NSCLC中的流行病学特点 {#s5-1}
--------------------------------------

NSCLC *BRAF*突变率约为3%^\[[@b8]\]^，其中大部分是腺癌。一项肺癌小鼠模型^\[[@b3]\]^表明，NSCLC中存在BRAF的V600E突变表达上调。近来一项研究^\[[@b9]\]^对697例肺腺癌患者进行*EGFR*、*KRAS*与*BRAF*突变检测及相关分析，记录包括患者年龄、性别、种族、肿瘤分期、治疗史及吸烟史等临床特征。其中使用基于质谱分析法的MassARRAY系统（Sequenom, San Diego, CA）对*BRAF*突变进行分析，识别了3种*BRAF*突变：V600E（外显子15）、G469A（外显子11）、D594G（外显子15）。与黑色素瘤的*BRAF*突变80%以上为V600E突变不同，NSCLC的*BRAF*突变主要为激酶结构域中D594G突变（11%, *n*=2）及在活化域中甘氨酸环G469A突变（39%, *n*=7）和V600E突变（50%, *n*=9）^\[[@b8]\]^。近年来研究^\[[@b10]\]^表明，BRAF蛋白可以独立于RAS蛋白而发生作用。*BRAF*基因突变与*EGFR*、*KRAS*等突变相互独立、相互排斥且不同时出现^\[[@b9],\ [@b11]\]^，在这18例*BRAF*突变的患者中未检测到*EGFR*、*KRAS*或*ALK*突变^\[[@b9]\]^，也佐证了这个说法。*BRAF*与*KRAS*基因突变可能发生于肿瘤发生的相似阶段，即始动后恶性转变前，这两种突变可能在肿瘤的发生作用中是等同的。在生物学上，*BRAF*突变会使得激酶活性增加，且能使MAPK2、MAPK3结构性活化。近年一项研究^\[[@b9]\]^提示，与*EGFR*、*KRAS*突变多发生于非吸烟肺癌患者不同，*BRAF*突变多发生于吸烟肺癌患者。

5.2. BRAF抑制剂 {#s5-2}
---------------

目前已经研发出许多BRAF抑制剂。第一代BRAF抑制剂索拉菲尼是首个已有临床试验的RAF激酶抑制剂，目前被FDA批准在肾细胞癌和肝细胞癌中使用^\[[@b5]\]^。它起初被单一认为是BRAF抑制剂，后来发现是CRAF、BRAF、血管内皮生长因子受体、酪氨酸激酶受体等多个激酶的抑制剂，缺乏选择性。同时索拉菲尼在有着最高*BRAF*突变率的黑色素瘤的治疗中缺乏有意义的临床活性。在肾癌治疗中，积累的经验也提示索拉菲尼仅用作抗血管生成，而缺乏临床上BRAF抑制剂的功效^\[[@b12]\]^。在NSCLC治疗中，索拉菲尼作为抗血管形成因子联合化疗使用^\[[@b13]\]^，同样也缺乏临床功效。第二代是以PLX4032为代表的小分子高选择性BRAF抑制剂，尤其在*BRAF*基因V600E突变黑色素瘤的Ⅲ期临床试验^\[[@b14]\]^中取得明显疗效。PLX4032有着高度选择性，特异性地抑制*BRAF*（V600E）突变型细胞ERK磷酸化作用，而对BRAF野生型无抑制作用^\[[@b14]\]^。在BRAF（V600E）突变黑色素瘤模型中以及其异种移植临床随访研究^\[[@b15],\ [@b16]\]^中，PLX4032被证实能够强有力地抑制BRAF信号传导，包括诱导细胞周期停滞以及细胞凋亡。另外，原发的及继发的PLX4032耐药问题有待研究，信号通路的转换或许是导致耐药的最可能因素。所以同时抑制多种不同通路的联合治疗或许能保证更好的疗效。虽然PLX4032的毒性反应很低，但是在黑色素瘤的治疗中其诱发角化棘皮瘤及皮肤鳞状细胞癌等副作用值得关注^\[[@b17]\]^。

*BRAF*在NSCLC中的突变率约为3%，其中半数是非V600E突变，提示NSCLC的*BRAF*突变从本质上与黑色素瘤不同。然后针对靶向治疗药物治疗黑色素瘤*BRAF*（V600E）突变研究已经比较深入和成熟，而在NSCLC中的疗效尚待完善。对*BRAF*（V600E）突变型细胞高度选择性的靶向药物尤其是PLX4032在NSCLC中的作用有待进一步研究，同时也应该注意研发其它高选择性的靶向治疗药物。

5.3. *BRAF*基因在NSCLC表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitor, EGFR-TKI）治疗中的预测作用 {#s5-3}
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

目前*EGFR*突变已经被确立为评估EGFR-TKI（吉非替尼和厄洛替尼）治疗敏感性的有效预测指标，有效率高达70%^\[[@b18]\]^。一项针对未经治疗的转移性NSCLC患者的前瞻性随机对照Ⅲ期研究（Iressa Pan-Asia Study, IPASS）^\[[@b18]\]^发现，吉非替尼一线治疗比顺铂辅助化疗对*EGFR*突变阳性的肺癌患者拥有更长的无进展生存期。与*EGFR*突变预测TKI疗效阳性价值相反，*BRAF*突变预示抗EGFR靶向治疗的耐药性。癌基因*BRAF*能使细胞对EGFR-TKI产生耐药。检测BRAF临床功效的回顾性分析^\[[@b19]\]^表明西妥昔单抗及帕尼单抗对*BRAF*突变的患者无效。

6. 总结 {#s6}
=======

在肿瘤治疗进入基于分子标志物的"个体化"医学时代，需要对肿瘤细胞携带的复杂基因突变进行系统的分子分型。近年来对NSCLC研究热点，更多地着重于对基于特异的基因突变的NSCLC临床相关分子事件的进一步细分。*BRAF*突变在NSCLC中的意义越来越受到广大学者的关注。

2002年英国肿瘤基因组计划的科学家Davies等^\[[@b8]\]^对来自于530个不同肿瘤细胞株的基因组DNA进行筛查，首次在人体内证实有43株细胞发生了*BRAF*基因突变，且在所有肿瘤中的发生率是8%，而在欧洲人群中肺癌中是3%。在一项针对非白种人的研究^\[[@b20]\]^中，日本肺腺癌患者*BRAF*突变仅有1%。近年来研究提示癌基因*BRAF*能使细胞对EGFR-TKI产生耐药。

继续对*BRAF*基因突变进行深入研究可望为阐明NSCLC致病的分子机制以及寻找新的治疗方法提供思路，为研究NSCLC的分子靶向治疗提供理论依据。其对于NSCLC的进展及预后的意义尚不明确，其能否作为NSCLC TKI治疗耐药判断的有效手段，尚待进一步研究证实。
